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En la investigación se evaluaron el rendimiento (%) y productividad (g/L por hora) de la fermentación su-
mergida de ácido cítrico con el uso de una cepa de Aspergillus niger mejorada por exposición a luz UV, 
cuando se incrementa el nivel de potasio (K) y reduce el nivel de fósforo (P) en una formulación de base 
que contiene sacarosa, micro- y macronutrientes.  Se evaluaron cinco tratamientos en un diseño comple-
tamente al azar con tres repeticiones en una estructura multifactorial completo aumentado 22 + punto 
central.  Los mejores resultados de rendimiento y productividad se obtuvieron con 329 mg/L de P y 271 
mg/L de K (tratamiento 2), equivalentes a 63.2% de rendimiento y 1.20 g/L por hora de productividad.  Se 
encontró que sólo el potasio es altamente significativo y que no existe interacción significativa entre K y P, 
adicionalmente los resultados obtenidos podrían generar una reducción en los costos de producción de 
ácido cítrico.  A partir del análisis de regresión de superficie de respuesta se obtuvieron modelos útiles 
para predecir los resultados de productividad y rendimiento de la fermentación de ácido cítrico dentro del 
rango de evaluación.  Igualmente se encontró que el 8.01% de la variación total para la productividad y el 
48.94% de la variación total para el rendimiento no se explican con el modelo.  Los resultados obtenidos 
son diferentes a los reportados por otros autores debido a que estos han utilizado condiciones sub-
óptimas para asegurar la máxima acumulación de ácido cítrico y/o cepas de colección las cuales se carac-
terizan por una menor productividad en ácido cítrico en comparación con las cepas industriales (Papa-
gianni, 2007). 
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Abstract 
To evaluate the effect of increasing potassium ( K ) level  and reducing  phosphorus ( P ) level,  in a base 
formulation (containing sucrose,  micro and  macronutrients)  in the citric acid  fermentation  yield (% ) 
and productivity (g/L/hour)  and using a UV light  improved  strain of  Aspergillus niger;  5 different 
treatments were tested in a completely randomized design with 3 replicates using a full multivariate in-
creased  structure (22 + central  point). The best results 63.2% yield  and 1.20 g/L/hour productivity were 
obtained  with  the treatment 2, performed 329 mg/L  of  phosphorus and  271 mg/L  of potassium. It was 
concluded that only potassium is highly significant and that there is no significant interaction between 
both factors, however, note that the proposed changes may lead to significant savings. From the regres-
sion analysis, a useful response surface model to predict outcomes within the range of assessment was 
obtained. It was also found that 8.01% of the total variation for productivity and that 48.94% of the total 
variation for yield was not explained by the model. The results are far from those reported by many au-
thors because their research has used suboptimal conditions to ensure the maximum  citric acid accumu-
lation or  culture collection strains that are characterized by their low production of citric acid compared 
to industrial strains  ( Papagianni, 2007). 
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El ácido cítrico es una sustancia natural que tiene múltiples usos en las industrias alimenticia,  
de bebidas, y farmacéutica, así como en la industria de detergentes y sus aplicaciones.  Su de-
manda se incrementa continuamente dada su naturaleza GRAS y características como biode-
gradabilidad, biocompatibilidad, no-toxicidad y efecto antibacterial (Dhillon et al., 2011).  En la 
producción industrial de ácido cítrico el microorganismo más ampliamente utilizado es el hongo 
Aspergillus niger (Soccol et al., 2006 y Rywinska et al., 2010).  El ácido cítrico se produce en 
presencia de azúcar como sustrato, fuentes de nitrógeno, micro- y macronutrientes y condicio-
nes ambientales definidas.  Finalmente, el ácido es recuperado y purificado del caldo fermenta-
do mediante una  serie de reacciones químicas. 
 Aunque se encuentran registros del potencial de producción de micotoxinas por parte de 
A. niger, es ampliamente reconocido que su producción es una característica específica de la 
cepa y está influenciada por las condiciones de proceso.  Se ha demostrado que existe una rela-
ción inversa entre la condiciones que favorecen la producción de micotoxinas, el favorecimiento 
del crecimiento del hongo y la producción de enzimas (Olempska-Beer et al., 2006). 
 Los macronutrientes fósforo (P) y potasio (K) son fundamentales en el proceso de pro-
ducción de ácido cítrico.  El primero se requiere para las fosforilaciones de sustrato, la produc-
ción de ATP/ADP y, la síntesis de ADN/ARN de células nuevas y/o en  crecimiento.  Por su par-
te el potasio es un co-factor de varias enzimas glicolíticas, es un activador de enzimas del ciclo 
de Krebs y juega un papel importante como osmoregulador (Bomba Na+/K+) (Papagianni,  
2007).  
 Una de las estrategias de optimización de procesos es el desarrollo de microorganismos 
con mayores productividades y más eficientes a través de programas de mejoramiento de cepas 
(Gómez, 2004), estrategia que ha demostrado ser exitosa aún en la era tecnológica (Parekh et 
al., 2000).  Como resultado de los programas de mejoramiento de cepas frecuentemente se ge-
neran duplicaciones de los genes que codifican para la síntesis de enzimas determinantes en la 
acumulación del ácido cítrico y por tanto, el requerimiento de nutrientes y co-factores como 
potasio y el fósforo puede ser alterados.   
 Estudios preliminares a nivel de laboratorio mostraron que una reducción en el fósforo 
acompañada de un incremento en el potasio genera un aumento en la productividad (g/lt por 
hora) y en el rendimiento (%) del proceso de producción de ácido cítrico, resultados que señalan 
la importancia de estudiar en detalle el efecto de diferentes niveles de estos elementos y com-
prender su participación en el proceso.   
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Materiales y métodos 
Preparación de sustrato para la fermentación sumergida de ácido cítrico.  Como sustrato 
para la fermentación se utilizó jarabe de sacarosa de caña a una concentración de 250 g/L de-
cationizado a través de una resina catiónica Ref. Lewatit Mono Plus S100 de Lanxess.  La solu-
ción azucarada se esterilizó en autoclave a 120 ºC y 15 psi por 5 minutos.   
Preparación del inóculo.  Se utilizaron esporas de la cepa de Aspergillus niger obtenida por 
mutación con luz ultravioleta Lámpara UVG-54 de 254nm (Ikram-ul et al., 2004) y seleccionada 
por su alta producción de ácido cítrico.  La cepa se mantuvo en silica gel y se cultivó en agar 
Sabouraud por un periodo de 7 días a 30 ºC.  Posteriormente, las suspensiones de esporas se 
prepararon adicionando 10 ml de agua destilada estéril al cultivo puro y se dispersaron con la 
ayuda de un asa de inoculación.  Las esporas se cuantificaron en un contador de partículas 
automático HIAC 8000 previa agitación vigorosa.  A partir de los recuentos obtenidos, se prepa-
raron suspensiones con una concentración de 107 esporas/ml.  
Condiciones y medio de producción.  Las fermentaciones de ácido cítrico se llevaron a cabo 
en frascos agitados de 250 ml con bafles conteniendo 30 ml de medio de cultivo el cual, ade-
más, de contener 250 g/L de sacarosa como fuente de carbono, se suplementó con micronu-
trientes (Cu, Zn, Fe), macronutrientes (Mg, K, P), urea y sulfato de amonio como fuente de ni-
trógeno (Shu et al., 1948) (Darouneh et al., 2009) (Dhillon et al., 2011).  El pH inicial del medio 
se ajustó a un valor 3.0.  Las fermentaciones se inocularon con una suspensión de esporas 
equivalente a 1% del volumen total.  Posteriormente, se incubaron en agitación continua en un 
equipo orbital marca New Brunswick Scientific a 225 r.p.m. ubicado  en un cuarto con tempe-
ratura (34.5 +/- 0.5 ºC) y humedad relativa (60 - 70%) controlada.  Las fermentaciones se co-
rrieron durante 143 h.  Los tratamientos evaluados aparecen en el Cuadro 1. 
Técnicas analíticas.  Las muestras finales de las fermentaciones de ácido cítrico fueron filtra-
das a través de papel filtro Whatman de 0.45 µ, Ref. 69702504, para separar la biomasa de A. 
niger del filtrado conteniendo el ácido cítrico.  El filtrado obtenido se utilizó para medir el pH, la 
concentración de ácido cítrico (g/L) y la concentración de azúcares residuales (g/L). 
Cálculo de las variables de respuesta.  La productividad de la fermentación se obtuvo divi-
diendo la concentración de ácido cítrico sobre el tiempo de fermentación en horas; el rendi-
miento se calculó dividiendo la cantidad en gramos de ácido cítrico generada sobre la cantidad 
en gramos de sacarosa adicionada y se expresó en términos de porcentaje.  
Diseño experimental.  Se utilizó un diseño experimental completamente al azar con tres repe-
ticiones.  La estructura del diseño de los tratamientos fue multifactorial completo aumentado 
con dos factores (fósforo y potasio) y dos niveles más un punto central (22 + punto central).  
Análisis de datos.  Para el análisis se utilizó el paquete estadístico Minitab versión 15 del 
2008.  Con los resultados obtenidos se hicieron gráficos de efectos principales e interacciones, 
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análisis de varianza y se calcularon los coeficientes de regresión de superficie de respuesta y de 
correlación. 
 
Resultados y discusión 
Los mejores resultados de rendimiento y productividad en la fermentación de ácido cítrico fue-
ron obtenidos en el tratamiento 2 (fósforo: 329 mg/L y potasio: 271 mg/L).  Se observó un coe-
ficiente de variación (CV) bajo (< 0.5%) lo que demuestra un buen control de las condiciones del 
ensayo (Cuadro 2).   
 Con base en los valores de significancia (P <) se concluye que de los efectos principales 
(K y P) sólo el primero es altamente significativo (P < 0.01) y que no existe interacción entre ellos 
(P > 0.05); es decir, que los niveles de P y K influyen directamente en la productividad y rendi-
miento de la fermentación del ácido cítrico, pero lo hacen en forma independiente (Cuadro 3).  
El coeficiente de correlación entre rendimiento (%) y productividad (g/L/h) fue de 0.216, lo que 
indica que éstas variables se comportan de forma independiente. 
 A partir de los coeficientes de regresión de la superficie de respuesta, estimados para 
productividad y rendimiento se obtuvieron los modelos matemáticos siguientes:  
 
 Para productividad: 
𝑌 =   1.14633 + (0.04117 x 𝐾) + (0.0065 x 𝑃) −  (0.016  x  𝑃  x  𝐾) + (0.03467 x  𝑃𝑝𝑐 x  𝐾𝑝𝑐) 
  
 Para rendimiento: 
Y =   59.65170 – (0.2950 x 𝑃) + (2.2517 x 𝐾) −  (0.9650 x 𝑃 x 𝐾) + (0.7817 x 𝑃𝑝𝑐 x 𝐾𝑝𝑐) 
 
Dónde: P: fósforo, K: potasio, Ppc y Kpc: punto central fósforo y potasio. 
 En el Cuadro 4 aparecen los valores estimados utilizando las ecuaciones anteriores, así 
como los valores experimentales.  En este experimento, los valores de coeficiente de correlación 
R fueron 0.9591 y 0.7215 para productividad y para rendimiento, respectivamente, lo que de-
muestra un alto grado de correlación entre los valores experimentales y estimados para la va-
riable de rendimiento.  El valor de R2, coeficiente de determinación, indica que el 91.99% y el 
51.06% de las variables evaluadas para productividad y rendimiento, respectivamente, contri-
buyen positivamente a la respuesta.  El R2 adicionalmente es una medida del ajuste del modelo 
y se puede decir que el 8.01% de la variación total para la productividad de la fermentación y el 
48.94% de la variación total para el rendimiento no se explican con el modelo. 
 Papagianni (2007), señaló la dificultad para la comparación de datos registrados en dife-
rentes investigaciones científicas, debido a la utilización de condiciones sub-óptimas y cepas de 
colección de baja producción en comparación con cepas industriales, adicionalmente anotó que 
dichas investigaciones no reflejan la realidad de la fermentación industrial.  A estos factores se 
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suma el hecho de que las industrias no están interesadas en publicar sus resultados; por un 
lado, por considerarlo como propiedad intelectual y por otro, como estrategia de competitividad.  
 El mejoramiento de cepas por mutación para lograr mejores rendimientos es un objetivo 
continuo en los procesos industriales y su importancia ha sido ampliamente demostrada en 
microorganismos como Penicillium chrysogenum utilizado para la producción industrial de anti-
bióticos, no obstante para la producción de ácido cítrico los trabajos publicados son escasos, 
probablemente porque las compañías quieren guardar en secreto sus métodos más exitosos 
(Yigitoglu, 1992), aunque existen reportes de que se mejoran las características fisiológicas y 
morfológicas del hongo que favorecen la cinética del proceso  (Angumeenal y Venkappayya, 
2013). 
 Con el objeto de reducir los costos de producción de ácido cítrico, algunos investigadores 
han evaluado la sustitución de sacarosa de caña por melaza, además usan cepas de A. niger 
mejoradas por mutación con luz UV derivadas de una cepa silvestre aislada del suelo; una me-
todología que fue utilizada para la obtención de la cepa en estudio y su parental (Lofty et al., 
2007).  Con la mejor cepa, estos investigadores obtuvieron un rendimiento de 60% y una pro-
ductividad de 0.659 g/L por hora, valores inferiores a los encontrados con el mejor tratamiento 
en la presente investigación, que fueron 5.3 y 82% mayores, respectivamente.  Las diferencias 
se pueden atribuir al tipo de sustrato, la concentración, la cepa utilizada y algunas condiciones 
de fermentación.  
 Peksel y Kubicek (2003) estudiaron el efecto de la concentración de sacarosa en la acu-
mulación de ácido cítrico por A. niger ATCC11414, cepa de colección que no ha sido objeto de 
mejoramiento, y encontraron los mejores resultados (10.7 y 16% en rendimiento y 0.21 y 0.22 
g/L por hora en productividad) con las mayores concentraciones de sacarosa (140 y 100 g/L); lo 
cual se explica por la presencia de más sustrato disponible; no obstante estos valores son muy 
bajos en comparación con los obtenidos en la presente investigación. 
 Nielsen y De Jongh (2008) trabajando con cepas derivadas de A. niger A742 con produc-
ción de cítrico incrementada por inserción de genes que codifican para la síntesis de enzimas 
críticas del proceso, encontraron en frascos agitados con 100 g/L de glucosa una producción de 
ácido cítrico 7 g/L en 60 h vs. 4.5 g/L de la cepa silvestre, valores que son inferiores a los en-
contrados en la presente investigación (178.7 g/L en 143 h) con una concentración de sacarosa 
de 250 g/L. 
 Estudios recientes se enfocan en la utilización de sustratos alternativos a la sacarosa, 
entre ellos:  residuos agroindustriales y glicerol en los cuales se utilizan microrganismos dife-
rentes a A. niger como la levadura Yarrowia lipolytica y fermentación en estado sólido en lugar 
de fermentación sumergida, y el uso de biorreactores agitados en vez de frascos agitados, lo que 
no permite realizar una comparación con los datos obtenidos en este estudio (Kim et al., 2006; 
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Nielsen y Jongh, 2007; Imandi et al., 2007; Levinson et al., 2007; Imandi et al., 2008; Niamul et 
al., 2009; Kamzolova et al., 2011; Kola y Goli, 2012). 
 Aunque la mutación es un procedimiento que puede resultar en cambios genéticos no 
esperados, es una herramienta que ha demostrado ser exitosa y esa es la razón para que se 
continúe utilizando aún en la era de biotecnología de punta, la cual, hacia el futuro inmediato 
puede generar respuestas complementarias para su utilización.  La tendencia actual es utilizar 
estrategias combinadas de técnicas clásicas, moleculares y de ingeniería bioquímica, con el 
objetivo de obtener un efecto sinérgico en los procesos de mejoramiento (Bailey, 1998). 
 
Conclusiones 
 En esta investigación se encontró que para maximizar el potencial a escala industrial de 
las nuevas cepas mejoradas, es necesario realizar estudios sistemáticos de los requeri-
mientos nutricionales particulares de cada nueva cepa. 
 Tanto el P cómo el K son nutrientes fundamentales y determinantes para el rendimiento 
y productividad de la fermentación de ácido cítrico, obteniendo los mejores resultados 
con la combinación de 271 mg/L de K y 329 mg/L de P.  Aunque sólo el efecto del pota-
sio resultó estadísticamente significativo, los aumentos obtenidos en rendimiento y pro-
ductividad podrían representar ahorros potenciales a nivel industrial.  
 El modelo de regresión de superficie de respuesta permite predecir adecuadamente el 
rendimiento y la productividad de la fermentación de ácido cítrico de la cepa en estudio  
dentro del rango de evaluación.  Se presentó correlación entre los valores experimenta-
les y los estimados a partir del modelo y se encontró un adecuado ajuste de éste a través 
del coeficiente de determinación, lo que indica que un alto porcentaje de la variación ob-
tenida se explica bien a través del modelo en la mayoría de los casos. 
 Las distintas condiciones tecnológicas y ambientales en las cuales se han realizado las 
investigaciones concordantes con los objetivos del presente trabajo, dificultan la compa-
ración de resultados, como ha sido reconocido por otros autores.  Sin embargo, el cono-
cimiento generado en esta investigación es importante desde el punto de vista básico y 
es una tecnología aplicable y disponible inmediatamente para el sector industrial.  
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Cuadro 1. Concentración de fósforo y potasio en cada 
tratamiento evaluado. 
Tratamiento Fósforo  
(mg/L)   
Potasio  
(mg/L)    
1 329 208 
2 329 271 
3 430 208 
4 430 271 
5 380 240 
 
Cuadro 2. Rendimiento y productividad promedio de la 






Media CV (%) Media CV (%) 
1 57.0 1.3 1.11 0.9 
2 63.2 4.7 1.20 2.5 
3 58.1 3.3 1.13 2.7 
4 50.6 2.1 1.18 1.7 
5 60.4 2.1 1.18 0.0 
 





 GL. CM P CM P 
Fósforo (P) 1 1.0443 0.5671 0.0005 0.4600 
Potasio (K) 1 60.8400 0.0010* 0.0203 0.0007* 
P x K 1 11.1747 0.0816 0.0307 0.0878 
PC 1 1.4664 0.4991 0.0029 0.0967 
*Altamente significativo (P < 0.01), GL.: grados de libertad, cm: cua-
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Cuadro 4. Productividad (g/lt por hora) y rendimiento (%) de la fermentación de ácido cítrico en los diferentes tratamientos 
evaluados. Valores obtenidos experimentalmente y valores estimados  a partir del modelo matemático obtenido. 
Fósforo 



















329 -1 208 -1 1.11 1.08 57.01 56.7 
430 1 271 1 1.18 1.18 60.64 60.7 
329 -1 271 1 1.20 1.19 63.20 62.2 
430 1 208 -1 1.13 1.13 58.10 60.6 








Figura 1. Efectos principales: efecto del potasio y fósforo en la  produc-
tividad (g/L/h) de la fermentación de ácido cítrico. 
Figura 2. Interacción potasio x fósforo para la  productivi-
dad (g/L/h) de la fermentación de ácido cítrico. 
